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1.1.Características e historia de la patata 
La patata (Solanum tuberosum L.) es una herbácea perteneciente al género Solanum de 
la familia de las solanáceas. 
Se trata de una planta de tallo erecto que puede medir hasta 1.0 m de altura, con hojas 
ovaladas, flores blancas, amarillas, rosadas o violetas, y un sistema de raíces corto que produce 
tubérculos comestibles bajo tierra (Ver Imagen 1). Cada planta de patata sana puede producir 
de 3 a 25 tubérculos. 
La patata es uno de los cultivos alimenticios 
más importantes tanto en países desarrollados como en 
vías de desarrollo debido a su elevada capacidad de 
producción por unidad de superficie que permite 
abastecer de alimento a un gran número de personas, y 
por sus cualidades dietéticas (Coleman et al., 2001). 
La producción mundial supera los 300 millones de 
toneladas, por lo que ocupa el cuarto lugar después del 
trigo, el arroz y el maíz (Moeinil et al., 2011; Levy et 
al., 2013).  
 
Imagen1. Esquema de planta de patata (Solanum tuberosum L.) 
La patata es un alimento sano y energético. Contiene almidón, azúcares, proteínas, y 
antioxidantes, así como una discreta cantidad de vitamina B, vitamina C y sustancias minerales 
que adquiere de la tierra.  
Además de usarse como alimento directo, también se utilizan para la producción de 
almidón, harina de fécula, dextrina, alcohol, y diversos usos medicinales. 
Tiene su origen en Chile y Perú, donde era cultivada por las poblaciones locales siendo 
el principal alimento de su dieta. Durante la conquista de América en el siglo XVI, fue 
descubierta por los españoles y decidieron importarla a Europa. 
A finales del siglo XVIII se extendió la costumbre de usarla como alimento y, desde 
entonces, se ha cultivado de forma intensiva pasando a ser un alimento esencial e 
imprescindible en todo el mundo. 
En Galicia no es hasta el siglo XIX cuando se da un cultivo generalizado. La expansión 
se inició durante la crisis de los cereales ya que el cultivo de la patata era más sencillo, tenía un 
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rendimiento mucho mayor y además se podían cultivar en suelos pedregosos y colinas 
empinadas. Prácticamente en todas las comarcas gallegas se cultiva patata, si bien las que 
dedican mayor superficie son las de Bergantiños (A Coruña), Lemos, A mariña y Terra Chá 











         Imagen2. Mapa de las principales zonas de cultivo de patata en Galicia 
Debido a las condiciones climatológicas y a las características de los suelos, el producto 
obtenido en Galicia tiene una calidad excepcional. La abundante lluvia y temperaturas hacen 
que el desarrollo vegetativo de los tubérculos sea óptimo, y se consigue un crecimiento 
continuo. Además, la existencia de un período seco entre agosto y septiembre hace que las 
patatas pierdan agua y maduren perfectamente antes de ser cosechadas.  
Las variedades Kennebec y Agria son las más cultivadas en Galicia. De las variedades 
autóctonas, han llegado a nuestros días tres: Fina de Carballo (Bergantiños), Cazona (Terra 
Chá) y Ganade (A Limia). 
El 3% de la superficie cultivada está acogida a la Indicación Geográfica Protegida (IGP) 
“Pataca de Galicia”. Las patatas amparadas por esta IGP deben de ser de la variedad Kennebec, 
aunque desde hace poco, está en marcha el expediente para que también se incluyan las 
variedades Agria y Fina de Carballo.  
1.2. Mecanismo de propagación de plantas de patata 
La forma de propagación usada en la producción de patata es vegetativa a través de 
tubérculos (Naik & Karihaloo, 2007; Barrell et al., 2013) denominados “tubérculos semilla”, 
“semilla de siembra” o “patata de siembra”, que no deben presentar lesiones, ni síntomas de 
enfermedades. De estos se desarrolla un brote que crece y sobresale del terreno dando origen a 
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la planta y al mismo tiempo en la parte subterránea, el brote principal origina otros que producen 
un grupo de nuevos tubérculos. 
Debido a esta forma de propagación la contaminación y transmisión de enfermedades 
causadas por virus, hongos, bacterias e insectos es muy alta (Sturz et al., 2000; Nascimento et 
al., 2003). Además, el empleo del mismo material vegetativo durante varios ciclos provoca la 
acumulación de estos agentes (en especial de virus) que pueden llevar a la degeneración del 
cultivo (Scherwinski & Luces, 2004). Por ello, la calidad del “tubérculo semilla” es un factor 
importante para la para la producción y cultivo de las variedades de patata y se requiere material 
certificado libre de virus (RD 27/2016, de 29 de enero).  
 
1.3.Cultivo in vitro  
La tecnología de cultivo in vitro permite multiplicar plantas de forma masiva a partir de 
cualquier parte de la planta o explanto (célula, tejido u órgano) en condiciones asépticas y 
controladas, basándose en la totipotencia o capacidad inherente de las células de las plantas 
para desarrollarse en un individuo completo. Se emplea para obtener semillas libres de 
patógenos (Rafique et al., 2004; Naik & Karihaloo, 2007; Hoque, 2010), plantas con nuevas 
características, micropropagación a gran escala, rescate de embriones, etc. 
Este tipo de cultivo tiene una serie de ventajas respecto al tradicional ya que se puede 
partir de un pequeño número de plantas y obtener una producción masiva y homogénea (plantas 
genéticamente idénticas o “clones”), en cualquier época del año, con ausencia de plagas y 
enfermedades, y controlando el desarrollo de las plantas al modificar las condiciones 
ambientales y nutritivas.  
El cultivo in vitro de las plantas de patata consta de varias fases: 
- Fase 0. Preparación de la planta madre. 
El material vegetal de partida debe estar en condiciones nutricionales y de 
desarrollo adecuadas, para ello se tienen durante un tiempo en invernadero bajo 
condiciones controladas. En ese ambiente la planta crece de forma vigorosa y libre de 
enfermedades.  
- Fase 1. Establecimiento. 
Se inicia el cultivo in vitro a partir de partes de la planta madre previa 
desinfección. 
- Fase 2. Multiplicación. 
Los brotes regenerados se individualizan y subcultivan en medio nuevo.  
- Fase 3. Enraizamiento. 
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Se produce inducción de raíces, esta etapa puede darse in vitro o en invernadero. 
En el caso de la patata las fases de multiplicación y enraizamiento se dan 
simultáneamente y en un mismo medio. 
- Fase 4. Aclimatación. 
Las plantas se transfieren de un ambiente aséptico y cerrado a un invernadero o 
campo, y se van adaptando de forma gradual a las nuevas condiciones ambientales. 
 
1.4.Saneamiento vegetal: termoterapia y cultivo de meristemos 
Las infecciones virales provocan enfermedades que degeneran la planta y afectan al 
rendimiento de los cultivos provocando grandes pérdidas. Uno de los principales problemas 
que se encuentran los agricultores que cultivan patata es la falta de semillas certificadas que 
puedan utilizar para iniciar sus cultivos, debido a la presencia de determinadas virosis. Al 
reproducirse de forma vegetativa, en cada ciclo aumenta la infestación viral, por lo que es 
importante desarrollar técnicas que permitan obtener plantas sanas que produzcan tubérculos 
libres de virus que puedan ser utilizados como “semilla de siembra” y que garanticen la calidad 
fitosanitaria del material vegetal del cultivo (Wróbel, 2014; Tapia Figueroa et al., 2017).  
Para obtener plantas libres de virus a partir de otras infectadas se pueden utilizar distintas 
técnicas de saneamiento como el cultivo de tejidos, la termoterapia, quimioterapia y 
electroterapia.  
La termoterapia es el método más común para la erradicación de los virus. Consiste en 
mantener las plantas, o una parte de ellas, a temperaturas entre 35°C y 54°C, durante un período 
de tiempo ajustado según la especie y variedad del cultivo. La temperatura seleccionada debe 
ser aquella que permita la inhibición del virus causando el mínimo daño a los tejidos de la 
planta.  
Las principales alteraciones producidas en los virus por el tratamiento térmico son la 
desnaturalización de proteínas de la cápside y ruptura del ácido nucleico, por tanto, no se 
replican y se deteriora la infectividad viral. 
En la bibliografía encontramos artículos en los que se describen diferentes tratamientos 
de termoterapia utilizados en el saneamiento de plantas de patata. Valenzuela-Herrera et al. 
(2003), Sakha et al. (2007) y Taj Khan et al. (2013) someten tubérculos de patata a periodos de 
termoterapia de 37ºC durante 10 a 20 días, en cambio, Younes et al. (2014) utiliza un método 
en el que plantea cuatro tiempos de exposición de 1, 2 3 y 4 horas a 55ºC. 
En Cultigar, tienen experiencia en la realización de tratamientos de termoterapia para 
diferentes especies de plantas. Uno de los métodos que han desarrollado consiste en el 
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sometimiento de la planta al aumento de temperatura gradual desde 30ºC a 40ºC de la siguiente 
forma: 2 días a 30ºC, 2 días a 35ºC y otros 2 o 3 días a 40ºC.  
Este tratamiento ha sido empleado también para el saneamiento de frutales y otras 
variedades de patata con resultados satisfactorios. 
También existen estudios que emplean la crioterapia (Wang et al., 2009; Nukari et al., 
2009; Wang & Valkonen, 2009; Kushnarenko et al. 2017), como un método con alta eficiencia 
en la eliminación de virus con la ventaja de ser un tratamiento más corto.  
Otro técnica utilizada a la hora de producir plantas libres de virus es el cultivo de 
meristemos (Ver Imagen 3). Se trata de un tejido formado por células indiferenciadas con 
capacidad de dividirse durante todo el ciclo de vida de la planta, que determinan su crecimiento 
y pueden dar lugar a cualquier tejido u órgano. Al no poseer tejido vascular se encuentran 
aislados del resto de la planta. Como la mayoría de los virus y otros patógenos se movilizan por 
los haces vasculares, este tejido tiene mayor probabilidad de estar libre de virus.  
Imagen 3. Esquema donde se muestran las principales estructuras 
en las zonas de transición derivadas del meristemo apical caulinar 
(modificado de Beck, 2010) 
El cultivo de meristemos combinado con la 
termoterapia es la metodología más utilizada para 
la eliminación de virus de plantas infectadas 
(Zaman et al., 2001; Valenzuela-Herrera et al., 
2003; Sakha et al., 2007; Taj Khan et al., 2013; Ali 
et al., 2014; Meneses & Morillo, 2017).  
Algunos investigadores han utilizado otras 
técnicas como la quimioterapia en la que se añaden 
antivirales al medio de cultivo como Ribavirina, 5-AZA y 3-DZD (Nascimiento et al., 2003; 
Sabry et al. 2009; Singh 2015; Kushnarenko et al. 2017) o electroterapia que somete a las 
plantas a un choque eléctrico (Dhital et al., 2008; Sabry et al., 2009; Emami et al. 2011; Singh 
& Kaur, 2016) obteniendo resultados exitosos en la eliminación de diferentes virus que afectan 
a la patata pero sobre todo contra el PVY. 
1.5.Principales virus que afectan a los cultivos de patata 
Como ya mencionamos la producción de patata está amenazada por diferentes agentes 
bióticos como bacterias, hongos y virus, que producen degeneración del tubérculo y de la 
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planta. Para proceder a su cultivo es necesario que las semillas estén certificadas y para ello 
deben estar sanas libres de virus y otras enfermedades. 
Los principales virus que afectan a la patata y en los que nos centraremos son:  
- PVX: Virus X de la patata o Virus del mosaico rugoso, que pertenece a la familia 
Flexiviridae (Kitajima et al., 1997). Se transmite por contacto de plantas infectadas con plantas 
sanas. La infección suele ser latente sin síntomas, en algunos casos se produce mosaico y 
necrosis.  
- PVY: virus Y de la patata o Virus del mosaico severo de la patata, que pertenece 
a la familia Potyviridae (Kitajima et al., 1997). Se transmite por áfidos, dispersión por 
tubérculos infectados o transmisión mecánica mediante maquinaria y herramientas.  
Los síntomas varían desde un mosaico casi imperceptible hasta necrosis severas y 
muerte prematura de plantas, dependiendo de la variedad de patata y la cepa viral (Sturz et al., 
2000; Robert et al., 2000).  
- PRLV: pertenece a la familia Luteoviridae (Kitajima et al., 1997) y es el 
causante de la enfermedad del enrollamiento de la hoja de la patata. Una de las virosis de la 
patata más importantes. Se transmite por vector áfido y dispersan mediante tubérculos 
infectados.  
Se produce desde enrollamiento de las hojas hasta necrosis interna reticulada. (Ver 
Imagen 4) 
Imagen 4.  Síntomas de los principales virus que afectan a las plantas de patata. De Izq a Drcha: PVX, PVY y PLRV 
 
Estos virus se extienden a nivel mundial en todas las regiones donde se cultiva patata. 
Debido a su alta virulencia, su introducción continua a través de semillas importadas y la 
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aparición recurrente de los vectores portadores es difícil controlar directamente estas 
infecciones virales (Ahmad & Ahmad, 1995). 
Se ha observado que estos virus pueden disminuir el rendimiento de las plantaciones de 
patata desde un 10 a 30% por PVX y hasta un 80- 90 % por PVY y PRLV (Mellor et al., 1987). 
 
1.6.Microtuberización 
La microtuberización es el proceso por el que las plantas cultivadas in vitro producen 
tubérculos y está regulada por diversos factores ambientales, fitohormonas, concentración de 
nutrientes del medio, etc. Controlando estos factores reguladores, se puede estimular la 
microtuberización y producir grandes cantidades de microtubérculos. Si estas plantas están 
libres de virus se producirán microtubérculos sanos certificados que podrán utilizarse como 
semillas a la hora de establecer el cultivo de patata en campo.  
Existen numerosas referencias bibliográficas sobre la microtuberización de la patata en 
las que los autores estudian el uso de medios modificados a los que añaden diferentes 
concentraciones de sacarosa (Xu et al., 1998; Hussain et al. 2006; Montoya et al. 2008; Elaleem 
et al. 2015; Koleva Gudeva et al. 2016) y reguladores del crecimiento como citoquininas 
(Palmer & Smith, 1969; Gopal et al., 1998; Montoya et al., 2008; Koleva Gudeva et al. 2016), 
ABA (Xu et al., 1998) y auxinas para su estudio como inductores de la tuberización. Por otro 
lado, hay estudios que confirman que el uso de otros reguladores como GA inhiben la formación 
de microtubérculos (Xu et al., 1998; Sarkar, 2008) y que la disminución de los niveles exógenos 
y endógenos de estas promueven la tuberización (Smith & Rappaport 1969, Krauss & 
Marschner, 1982).  
También se han empleado otras técnicas de cultivo como la inmersión temporal en 
medios suplementados que han dado resultados muy favorables de microtuberización (Montoya 
et al., 2008; Kämäräinen-Karppinen et al., 2010; Rahman et al., 2015) o la modificación de las 
condiciones ambientales como la temperatura (Cutter, 1978; Oraby et al. 2015) y la intensidad 
de la luz (Wang & Hu, 1982; Hussey & Stacey, 1984; Garner & Blake 1989; Gopal et al., 1998) 
llegando a resultados en los que la baja intensidad lumínica y bajas temperaturas favorecen la 
tuberización de las plantas de patata. 
La microtuberización como vemos es objeto de diferentes estudios ya que, variando las 
concentraciones de los componentes del medio, añadiendo reguladores del crecimiento y/o 
modificando las condiciones ambientales se puede conseguir un rendimiento mucho mayor, una 
gran cantidad de microtubérculos para la siembra que tienen ventajas respecto a las plantas 
debido a su pequeño tamaño, fácil manipulación y transporte, posibilidad de empleo para la 
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producción de minitubérculos, y además, permiten la conservación de germoplasma y estudios 



































El principal problema que se encuentran los agricultores gallegos a la hora de cultivar 
patatas es que muchas de las variedades tradicionales no están certificadas al no cumplir las 
disposiciones de la legislación específica de Control y Certificación de Patata de Siembra 
recogidas en el Real Decreto 27/2016, de 29 de enero, debido a que están infestadas de virus y, 
por tanto, no se pueden cultivar. 
Por ello es necesario producir semillas obtenidas de plantas libres de virus que puedan 
ser empleadas en las plantaciones.  
Los objetivos de este estudio son: 
- Análisis de le efectividad de distintos tratamientos utilizados para el saneamiento de las 
plantas de patata como son la termoterapia y cultivo de meristemos. 
- Estudio de factores que pueden favorecer la microtuberización de las plantas de patata 
in vitro. 
- Análisis de la tuberización ex vitro: 
o Comparación de la tuberización producida a partir de planta in vitro con la 
obtenida del cultivo de los microtubérculos producidos in vitro. 





















3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Material vegetal  
Las plantas de patata Solanum tuberosum utilizadas en el presente estudio pertenecen a 
las variedades Ganade, Fina de Carballo y Cazona, autóctonas de Galicia y la variedad 
Kennebec, que es la más empleada en nuestra comunidad. Provienen de tubérculos de cada 
variedad que fueron cultivados en las instalaciones de Cultigar y se mantuvieron en la cámara 
de germinación o Fitotrón para evitar su contaminación, a una temperatura de 24-26ºC, 
fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad con una intensidad lumínica de 50 µmol m-2 s-1 y aporte de 
humedad por riego cada 2-3 días. 
La variedad Kennebec fue utilizada como control en los ensayos de tuberización 
mientras que la Fina de Carballo se empleó como control en los ensayos de saneamiento por 
ser planta certificada libre virus. 
 
3.2 Medio de cultivo 
El medio de cultivo utilizado para la multiplicación y enraizamiento de las plantas de 
patata fue MS ½ Ø CA1 desarrollado por Cultigar. Se trata del medio descrito por Murashige 
& Skoog (1962) con la concentración de sales y vitaminas a la mitad (1/2), sin reguladores de 
crecimiento (Ø) y con Carbón activado (CA) a una concentración de 1 g/L La mezcla se prepara 
a partir de disoluciones stock de los diferentes componentes del medio. (Ver Tabla 1).  
Una vez preparado el medio de cultivo se ajustó el pH a 5´7 – 5´8 (pHmetro Hanna) y 
se dispensó de 15 en 15 mL en tubos de ensayo. Posteriormente, estos tubos se esterilizaron en 
autoclave a 121ºC y 1 atm durante 20 min, y se mantuvieron en frío hasta su uso. 
Las plantas de patata crecen y enraízan directamente en este medio de cultivo por lo que 
no hubo que realizar modificaciones para conseguir el enraizamiento previo a su aclimatación. 
 
MS ½  pH 5,6-5,8 
MACROS MS (cada uno 
independiente) 
Stock [x100] g/L  
CaCl2 . 2H2O 44 g/L 5 ml/L 
KH2PO4 17 g/L 5 ml/L 
MgSO4 . 7H2O 37 g/L 5 ml/L 
NH4NO3 165 g/L 5 ml/L 
KNO3  0´95 g/L 
MICROS MS (todos en la misma 
disolución) 
Stock [x1000] mg/L  
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CoCl2 . 6H2O 25 mg/L             0,5 mL 
CuSO4 . 5H2O 25 mg/L 
H3BO3 6200 mg/L 
Kl 830 mg/L 
MnSO4 . H2O 16900 mg/L 
Na2MoO4 . 2H2O 250 mg/L 
ZnSO4 . 7 H2O 8600 mg/L 
   
FeNaEDTA 36´7 mg/L            2,5 ml/L  
VITS MS (todas en la misma 
disolución) 
[x100] mg / 500 mL  
Glicina 100 mg/500mL             5 mL/L 
Ác. Nicotínico 25 mg/500mL 
Piridoxina 25 mg/500mL 
Tiamina 5 mg/500mL 
Myo-inositol             50 mg/L 
AGAR 6 g/L  
SACAROSA 30 g/L  
CA1 1 g/L  
Tabla 1 – Reactivos, concentraciones y cantidades añadidas para el medio de multiplicación y enraizamiento de Solanum 
tuberosum 
3.3 Micropropagación mediante cultivo in vitro 
3.3.1 Establecimiento 
El material vegetal procedente del Fitotrón, fue desinfectado, previa eliminación de las 
hojas, mediante agitación en una solución comercial de hipoclorito sódico al 15% y el 
tensioactivo Tween20 al 0,1%, durante 20 minutos. A continuación, se realizaron tres lavados 
sucesivos de un minuto cada uno con agua destilada estéril en condiciones de asepsia.  
Una vez desinfectados, se cortan los brotes en trozos aproximadamente de 2 cm 
obteniendo segmentos nodales con yemas axilares que se utilizan como explantes y se 
introducen en los tubos con el medio de multiplicación.  
Los tubos permanecieron en la cámara de cultivo para su crecimiento durante 15- 20 
días a una temperatura de 24-26ºC, fotoperiodo de 16h luz/8 h oscuridad con intensidad 
lumínica de 50 µmol m-2 s-1. 
3.3.2   Multiplicación 
Las plántulas se transfirieron a medio de cultivo fresco cada 30 días aproximadamente 
en condiciones de asepsia en la cabina de flujo laminar horizontal, cortando desde el ápice por 
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debajo de cada brote y consiguiendo explantes de un solo nudo y 1-2 cm de longitud (Ver 
Imagen 5). El medio utilizado para la multiplicación fue el mismo que para su establecimiento 







                    Imagen 5. Explantes de un nudo obtenidos tras el corte de una plántula 
3.3.3 Aclimatación  
 El sustrato utilizado fue una mezcla de turba y perlita de la marca Gramoflor® en 
proporción 3:1. Este sustrato asegura el enraizamiento, proporciona un soporte sólido a la planta 
y garantiza un cierto grado de humedad y aireación para formar un sistema radicular perfecto. 
A mayores se añadió clorpirifos como insecticida en forma de granulado (CHAS®) para 
evitar la proliferación de la mosca de la turba. 
 La mezcla se preparó, se esterilizó en el autoclave (1 atm, 121ºC, 20 min) y se distribuyó 
en bandejas hortícolas de 40 alveolos.  
 Las plantas se extrajeron del tubo, se lavaron con agua para eliminar restos del medio 
cultivo que pudieron quedar en las raíces y se plantaron una por alveolo. A continuación, se 
cerraron las cajas con tapas de metacrilato transparentes para mantener la humedad y se 
colocaron en la cámara de aclimatación a una temperatura de 24-26ºC, fotoperiodo de 16h luz/8 
h oscuridad con intensidad lumínica de 50 µmol m-2 s-1, con aporte extra de humedad por riego 
cada 2 días (Ver imagen 6).  
En el caso de los microtubérculos obtenidos de las plantas in vitro, se plantaron 
directamente sin necesidad de lavado, intentando dejar los pequeños brotes que empezaban a 













      
      Imagen 6. Cámara de aclimatación 
 
3.3.4 Paso a Invernadero 
Transcurrido un mes, las bandejas que estaban en aclimatación se pasaron a los túneles 
del invernadero cerrados con plásticos que cuentan con un sistema “fog system” para mantener 
una humedad mayor del 90%. Se fue bajando gradualmente la humedad ambiental al mismo 
tiempo que se iba abriendo gradualmente el plástico del túnel. Este proceso duró 
aproximadamente un mes.  
 
3.4 Saneamiento de material vegetal 
3.4.1 Tratamientos de Termoterapia 
Se compararon dos tratamientos térmicos. Para ello se escogieron 12 plantas de cada 
variedad (Fina, Cazona y Ganade) con buen crecimiento y vigorosas y se introdujeron 
directamente dentro de los tubos de ensayo en la cámara de termoterapia (JP Selecta). 
El primer tratamiento al que se sometieron las plantas fue el desarrollado por la empresa 
Cultigar, que consiste en aumentar la temperatura 5ºC cada dos días durante un total de 6 o 7 
días, comenzando con 30ºC los dos primeros días, 35ºC los dos siguientes, y 40ºC los 2 o 3 
últimos según el estado físico de las plantas. 
El otro método utilizado fue el utilizado por Younes et al. (2014). Se trata de un método 
más corto que utiliza una temperatura continua muy alta de 55ºC y se realizan cuatro tiempos 







3.4.2 Extracción de meristemos 
 A las plantas procedentes de la cámara de termoterapia se les extrajeron los meristemos 
en el momento en que concluyó cada tratamiento con ayuda de una lupa binocular (Nikon®) y 
se transfirieron a placas Petri con medio MS ½ Ø CA1. 
Se dejaron crecer 15 días en placa en la cámara de cultivo y, a continuación, se pasaron 
a tubos los meristemos supervivientes. Una vez desarrollada la planta se sometió a un proceso 
de multiplicación hasta conseguir la cantidad de plantas necesarias para poder realizar el test 
DAS-ELISA, y que al mismo tiempo quedase planta suficiente in vitro para poder continuar 
con su micropropagación. 
 
3.5 Inmunoensayo enzimático de doble Anticuerpo (DAS-ELISA) para PVY, 
PVX, PLRV 
La técnica DAS-ELISA se ha convertido en una técnica estándar para la detección de 
virus en plantas y especialmente para virus de la patata (Jeong et al. 2014; Anjum et al. 2017). 
Se basa en el uso de dos anticuerpos (Ac específico y Ac conjugado con enzima) para detectar 
la presencia o no de los virus de patata en las muestras ensayadas, mediante la unión del Ac al 
Ag.  
Se ha utilizado el kit DAS-ELISA (Bioreba®) para PVY, PVX y PRLV. El 
procedimiento fue el siguiente: 
Las muestras de plantas de patata se pesaron (200 mg) y maceraron con buffer de 
extracción. El líquido extraído fue la muestra utilizada para el ensayo.  
Se utilizaron placas de microtitulación con pocillos recubiertos con el Ac monoclonal 
específico de virus (IgG- anti PVY, Ig-anti PVX e IgG-anti PRLV) y se incubaron durante 4 h 
con la muestra de la planta. A continuación, se añadió el Ac conjugado con enzima (IgG- 
fosfatasa alcalina) y se incubó 5 horas. Por último, se añadió el sustrato del enzima (p-nitrofenil 
fosfato). Al cabo de una hora se procede a la lectura de las placas (BIO-RAD Model 680XR) y 
se analizan los datos en el ordenador. A simple vista se puede observar el desarrollo de la 
reacción por un cambio a color amarillo en los pocillos que significa que el Ag del virus está 
presente en la muestra.   
 
3.6 Tuberización 
A la vista de la bibliografía recopilada, se diseña un ensayo para comparar el efecto de 
la sacarosa, de las sales del medio de cultivo y de diferentes reguladores del crecimiento en la 
inducción de la tuberización. 
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Para ello, se prepararon diferentes medios de cultivo utilizando como base el 
MS(NO3)1/2, es decir, con nitratos a la mitad, ya que una presencia elevada de nitrógeno retrasa 
el inicio de la tuberización, disminuye la producción de microtubérculos (Suárez et al., 2006) 
y el % de materia seca de estos (Giletto, 2002; Love et al, 2005). Este medio fué suplementando 
con diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6% y 8%), citoquinina BA (6-
bencilaminopurina) a concentraciones de 0´5, 1 y 4 mg/L, ácido jasmónico (JA) a 0´5, 1 y 1´5 
mg/L y las sales de Ca+2, K+, PO4
-3 a una concentración 1´5x con respecto a las concentraciones 
normales. A todos los medios se les añadió 1 g/L de CA.  
Se dispensaron los medios en tubos (40 tubos por medio) y autoclavaron (121ºC, 1 atm, 
15 min). Se introdujeron 8 plantas de cada variedad (Kennebec, Ganade y Cazona) en cada uno 
de los medios y se mantuvieron en la cámara de cultivo hasta el estudio de los resultados 

























4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Ensayo de saneamiento de las variedades tradicionales de patata 
En este estudio se han ensayado dos tratamientos de termoterapia diferentes como 
posibles métodos para la eliminación de los virus que afectan a las variedades de patata Cazona 
y Ganade. La variedad Fina de Carballo se utiliza como control al presentar ausencia de virus.  
En el primer método (Younes et al., 2014) se seleccionaron 12 plantas de cada variedad 
(Fina de Carballo, Cazona y Ganade) y se sometieron a una temperatura de 55ºC en la cámara 
de termoterapia durante un total de 4 horas. A cada hora se sacaron 3 plantas de la cámara, se 
procedió a extraer los meristemos con ayuda de una lupa binocular y se trasfirieron a placas 
Petri con medio MS ½ Ø CA1. 
Después de 15 días, se observa que todas las placas con los meristemos extraídos tras el 
método de Younes et al. (2014) estaban contaminados, por lo que se realiza una repetición con 
otras 12 plantas de cada variedad siguiendo los pasos anteriores. Una vez transncurridos los 15 














Imagen 7. Placas contaminadas con meristemos extraídos tras termoterapia  
 
Para poner en práctica el método desarrollado en Cultigar, también se seleccionaron 12 
plantas de cada variedad (Fina de Carballo, Cazona y Ganade) y se sometieron al aumento 
gradual de temperatura desde 30 a 40ºC un total de 7 días (5ºC cada 2 días). Se observa que, al 
terminar el ciclo de termoterapia, muchos meristemos apicales se encuentran quemados. Este 
efecto fue menos pronunciado en el primer método empleado (Younes et al. 2014).  
Se extraen los meristemos viables y a los 15 días, se toman datos de supervivencia antes 
de transferirlos a los tubos de ensayo con medio de cultivo fresco (Ver Imagen 8). Se realizan 
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2 repeticiones de este proceso en el caso de la variedad Cazona, 1 tratamiento en el caso de Fina 
de Carballo y otro para la variedad Ganade. 
Los datos de número de meristemos extraídos y el porcentaje de supervivencia de los 








         Imagen 8. Meristemos extraídos tras 15 días de crecimiento 






FINA 1ª TMT 31  3 9,67% 
CAZONA 1ª TMT 52 35 67,31% 
 2ª TMT 23 21 91,30% 
GANADE 1ª TMT 6 4 66,67% 
Tabla 2. Datos de extracción y supervivencia de meristemos de plantas sometidas a tratamientos de termoterapia 
Se obtienen tasas de supervivencia bastante altas para las variedades Cazona y Ganade, 
similares a los obtenidos por Taj Khan et al. 2013, que consigue una supervivencia de entre 
85.7% y 71.40%. En el caso de la variedad Fina, la mayor parte de los meristemos no crecen 
en las placas y los que han crecido son pequeños en comparación con los de las otras variedades, 
puede que el medio de cultivo no sea el adecuado para el desarrollo de los meristemos de este 
genotipo.  
Con el fin de obtener los resultados de la presencia de los 3 virus estudiados en cada una 
de las variedades (PVX, PVY y PLRV), se multiplican durante un tiempo cada uno de los 
meristemos extraídos y se seleccionan 2 plantas de cada uno para someterlas al test ELISA. 
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También se incluyen en el test 2 plantas de cada variedad que no han sido sometidas a 
termoterapia. 
 
Imagen 9. Ejemplo de una Placa de ELISA mostrando los pocillos positivos (amarillo) 
En la Imagen 9 se puede observar la coloración obtenida en las muestras que han dado 
positivas. El porcentaje de eliminación de cada virus se recoge en el Gráfico1.                         
 
Gráfico1. Porcentaje de plantas que han dado resultados negativos en las pruebas para cada virus 
Observamos que PLRV resultó negativo para las muestras de las variedades Fina y 
Ganade antes de los tratamientos por termoterapia, pero la variedad Cazona sí dio positivo a la 
presencia de este virus. Tras el tratamiento observamos un 100% de negativos en las tres 






























Los datos de PVY muestran que el virus estaba presente en las variedades Ganade y 
Cazona. Tras el tratamiento se obtienen un 100% de muestras de Fina sin virus, un 97% en la 
variedad Cazona y un 75% en las muestras de Ganade. 
Por último, el virus PVX también muestra resultados positivos en plantas de las 
variedades Cazona y Ganade que no pasaron por TMT. Después de la TMT, sin embargo, se 
obtienen unos porcentajes de plantas sanas de un 100% en el caso de Ganade y Fina y un 87% 
para Cazona, por lo que este método podemos decir que es eficiente para eliminar el virus PVX 
de las plantas. 
Para corroborar estos resultados, se realizó un segundo test ELISA con planta 
aclimatada y endurecida en invernadero después de 5 meses de cultivo. Los resultados de esta 
prueba fueron idénticos a los obtenidos con planta in vitro. 
En resumen, se obtienen suficientes plantas de las variedades Cazona y Ganade libres 
de los 3 virus estudiados (PVY, PVX y PLRV) después de ser sometidas al tratamiento de 
termoterapia desarrollado por Cultigar.  
Algunos autores utilizaron métodos de termoterapia diferentes obteniendo resultados 
similares como Valenzuela-Herrera et al. (2003) que consigue eliminar PVX, PVRL y PVY 
mediante un tratamiento de dos ciclos de calor a 37ºC /10 y 20 días, aunque en este caso el PVY 
no se eliminó por completo ya que fue detectado en algunas plantas. Sakha et al. (2007) y Taj 
Khan et al. (2013) cultivaron meristemos obtenidos tras un tratamiento de 37 ° C durante 2 a 3 
semanas y consiguieron eliminar PVY, PVX y PRLV en algunas variedades de patata.  
El método desarrollado en Cultigar, presenta algunas ventajas como la disminución del 
tiempo de duración del tratamiento, ahorrando costes del mantenimiento de altas temperaturas 
y mejorando la supervivencia de la planta tras el proceso. Además, la eficiencia del método 
para las variedades de patata ensayadas es superior a la descrita por otros autores. 
Nascimiento et al. (2003) y Sabry et al. (2009) estudiaron la eliminación de PVY 
mediante una termoterapia que consistía en dos ciclos (37 ± 2 ° C/ 40d y 37 ± 2 ° C/30d), 
logrando entre un 14,2 y 33,3% de eficiencia, unos datos mucho más bajos que los obtenidos 
en nuestro estudio, e indican que este método no es eficaz. Nascimiento et al. (2003) además 
utilizó otro método combinado con quimioterapia consiguiendo unos resultados más altos, entre 
83.3 y 50.0% según la variedad, concluyendo que el porcentaje de eliminación de virus puede 
aumentarse combinando técnicas. 
Sería interesante probar otros métodos de termoterapia y combinaciones de métodos 
para comparar los resultados y además ver que tratamiento es más efectivo según el virus y la 
variedad de patata.  
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Actualmente, se están multiplicando las plantas libres de virus in vitro de las variedades 
Cazona y Ganade para conseguir un número de planta suficiente, que permita obtener una 
cantidad razonable de microtubérculos (MCT) libres de virus que puedan ser utilizados para 
producción ex vitro de tubérculos semilla sanos.  
 
4.2. Ensayo para la mejora de la microtuberización in vitro 
Las plantas in vitro producen (MCT) de 2 a 10 mm de diámetro cuando se incuban en 
condiciones adecuadas (Wang & Hu, 1982), y se pueden originar como estructuras aéreas o en 
el interior del medio (Hussey & Stacey, 1984).  
Para poner a punto una metodología de obtención de MCT in vitro se realizan diferentes 
ensayos en los que se introdujeron 8 plantas de cada variedad (Kennebec, Ganade y Cazona) en 
medios de cultivo preparados con distintas concentraciones de sacarosa, JA, BA y sales. Al 
cabo de 40 días de iniciado el ensayo, se observa la aparición de los primeros MCT (Ver Imagen 
10).  
     Imagen 10. Izq. MCT crecidos en el medio de cultivo. Drcha. MCT aéreo 
Se analizaron las plantas introducidas en los diferentes medios de cultivo observando la 
presencia o no de MCT tanto aéreos como subterráneos (en el medio), obteniendo los datos 
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28,57% 3 0% 0 37,5% 1,67 
 6% 
sacarosa 
71,43% 1 25% 1 100% 1 
 8% 
sacarosa 
100% 1,14 75% 1,3 62,5% 1 
[BA] (mg/L) BA 0´5 37,5% 1 0% 0 20% 1 
 BA1 
mg/L 
25% 1,5 71,43% 1 16,67% 1 
 BA4 
mg/L 
0% 0 0% 0 0% 0 
[JA] (mg/L) JA 0´5  0% 0 0% 0 12,5% 1 
JA1 mg/L 37,5% 1,33 14,28% 1 62,5% 1 





KNO3  0% 0 0% 0 66,67% 1,75 
KH2PO4  0% 0 0% 0 40% 1 
CaCl2  25% 1 0% 0 83,33% 1,2 
Tabla 3. Diseño de experimento de medios para microtuberización de Solanum tuberosum, señalando los 
componentes que varían y sus cantidades añadidas por litro 
 
Analizando los resultados, vemos que no se produce tuberización en todos los medios 
de cultivo, ni todas las variedades responden igual ante el mismo tratamiento, por lo que puede 
ser que la tuberización se vea influenciada por el genotipo además de por los componentes del 
medio de cultivo como también confirman en sus estudios Gopal et al. (1998), Ozkaynak y 
Samanci (2005) y Sharma et al. (2011). 
Observamos que con 6 y 8 % de sacarosa se obtiene un aumento en el % de plantas que 
producen MCT, siendo mayor con una concentración de 8% y, además, se produce inducción 
en todas las variedades. Estos datos concuerdan con los aportados en los estudios de Xu et al. 
(1998), Hussain et al. (2006) y Elaleem et al. (2015) que también obtienen los mejores datos 
de inducción de tubérculos in vitro en medios suplementados con 8% de sacarosa.  
Sin embargo, hay que tener en cuenta que para las variedades Cazona y Kennebec, a 
pesar de que el número de plantas que tuberizan a una concentración del 3% de sacarosa es 
bajo, el número medio de MCT por planta es el más elevado de todos los tratamientos 
realizados, por lo que no se debe descartar el uso de este medio para estas variedades.  
Algunos autores recomiendan el uso de sacarosa sola en alta concentración como un 
componente barato y buen inductor de la microtuberización (Hussain et al. 2006), y por su 
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doble papel en el desarrollo de los MCT, ya que además de ser una fuente de carbono adecuada 
y fácilmente asimilable que se convierte en almidón, proporciona una osmolaridad favorable 
para el desarrollo del MCT (Khuri & Moorby, 1995). 
También se obtiene mayor rendimiento en la microtuberización de plantas crecidas con 
una concentración baja de citoquinina (BA entre 0,5 y 1mg/L). A una concentración de 0,5 
mg/L de BA se obtienen bajos porcentajes de tuberización en Cazona y Kennebec, en cambio, 
la variedad Ganade que no tuberiza con BA0´5 consigue el % más alto de todas con BA1 
(71,43%).  
Estos resultados se corresponden con los de Montoya et al. (2008) que analiza el efecto 
de la sacarosa y BA obteniendo mejores datos de microtuberización en medios con 8% de 
sacarosa y 1 mg/L de BA. Por otro lado, Koleva Gudeva et al. (2016) utilizó un medio MS 
suplementado con sacarosa, citoquininas y auxinas consiguiendo resultados positivos con 6% 
de sacarosa y 4 mg/L de BA, aunque en nuestro caso, a estas concentraciones elevadas de 
citoquinina no se consiguió la tuberización en ninguna de las variedades. Palmer & Smith 
(1969) y Gopal et al. (1998) observaron también que al suplementar MS con BA se producía 
un aumento en el número de MCT, y además Gopal et al. (1998) concuerda con otros autores 
en que este aumento era más pronunciado si se aumentaban las horas de oscuridad (Wang & 
Hu, 1982; Hussey & Stacey, 1984; Gopal et al., 1998) y disminuía la temperatura (Cutter, 1978; 
Oraby et al., 2015). En futuros ensayos sería interesante comprobar la influencia del fotoperiodo 
y la temperatura, así como el efecto combinado del aumento del porcentaje de sacarosa unido 
a la presencia de citoquinina.  
En los ensayos con JA0´5 no se consigue inducir la microtuberización en ninguna de las 
variedades excepto en la usada como control (Kennebec), aunque en un porcentaje muy bajo 
(12,5 %). Sin embargo, a concentraciones más elevadas de JA se consiguen plantas con MCT 
en porcentajes bajos en las variedades Ganade y Cazona y muy altos en el caso de la variedad 
Kennebec, en la que se observa una clara tendencia del % a aumentar a medida que aumenta la 
concentración de JA. Es posible que el resto de variedades necesiten más tiempo para la 
tuberización en presencia de JA, por lo que se deberían tomar de nuevo los datos más adelante.  
Por último, a pesar de que el aumento de las concentraciones de KNO3 y CaCl2 han dado 
lugar a un porcentaje de plantas con MCT elevado en caso de la variedad control Kennebec, no 
han dado lugar a la aparición de MCT en las variedades Cazona y Ganade. Sin embargo, se ha 
observado que la mayoría de las plantas presentan mayor crecimiento, tallos más gruesos y 
raíces muy ramificadas (Ver Imagen 11), lo que mejora el fenotipo de las plantas mantenidas 
en el medio de multiplicación, que suelen ser ahiladas y de aspecto débil. Estos resultados 
pág. 24 
 
podrían relacionarse con los estudios sobre el crecimiento de las plantas de patata realizados 
por George & Sherringon (1984) y El-Shobaki & Ibrahim (1997), donde la adición de 
pantotenato de calcio mejoró el crecimiento y estimuló la proliferación tisular de las plántulas 
de patata, por lo que el calcio podría ser un factor que influye en el crecimiento y desarrollo de 











   
 
        Imagen 11. Plantas de Solanum tuberosum en medio MS(NO3)1/2 KNO3 1´5X con tallo engrosado 
 
4.3 Comparación de la tuberización producida a partir de planta in vitro con la 
obtenida del cultivo de los microtubérculos producidos in vitro 
Los MCT obtenidos in vitro son demasiado pequeños para su transferencia como 
“semilla de siembra”. Para obtener tubérculos más grandes (minitubérculos, MNT), se realiza 
un ensayo en el que se compara la producción en invernadero de tubérculos tomando como 
material partida los MCT obtenidos in vitro y la planta obtenida en la micropropagación (Ver 
Imagen 12).  
 
Imagen 12. Plantas procedentes de 
micropropagación cultivadas directamente. 
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En este caso se emplea la variedad Fina de Carballo, por ser plantas control que están 
libres de virus, ya que partimos de la base de que la presencia de virosis en las plantas de patata 
reduce la tuberización (Sabry et al., 2009). 
Imagen 13. Izq. MCT extraídos de planta in vitro. Drch. Planta obtenida del cultivo de MCT tras 5 meses de crecimiento 
 
Los MCT se cultivaron y brotaron dando lugar a plantas verdes, vigorosas y sanas 
(Imagen 13) que se mantuvieron en invernadero durante 5 meses, al cabo de los cuales se 
levantaron las plantas para tomar datos sobre la tuberización recogidos en la tabla 4.  
  Producción de MNT 
a partir de MCT 
Producción de MNT 
a partir de plantas in 
vitro 
Nº inicial material vegetal 114 114 
% de supervivencia 72,52% 84,25% 
Nº medio de MNT 1,37 1,63 
Peso medio de MNT(g) 1,03 1,11 
Tabla 4. Datos de producción de MNT a partir del cultivo de MCT y de plantas producidas por micropropagación 
 
Observamos que en general el % de supervivencia es alto en ambos casos obteniendo 
datos similares, aunque ligeramente mayores en las plantas obtenidas del cultivo in vitro. Sin 
embargo, aunque se acercan no son tan altos como el 90% de supervivencia obtenido por Castro 
et al. (2012) en su estudio. Por otro lado, observamos que tampoco concuerdan con los datos 
aportados por Pérez Alonso (2001), que obtiene un 77,30% de supervivencia de las plantas 




Estos % de supervivencia de los MCT pueden ser debidos a su pequeño tamaño y a la 
pérdida de masa fresca durante las fases de almacenamiento y aclimatación que afecta a su 
brotación (Castro et al., 2012).  
En el caso de las plantas in vitro, normalmente en la etapa de aclimatación se produce 
una pérdida del 20 -30% de las plantas, ya que muchas no resisten el trasplante y se quedan 
pequeñas o mueren (Pérez, 1998). 
También se observa que los MNT obtenidos a partir de planta son ligeramente más 
grandes (peso medio de 1,11 g/planta) que los MNT obtenidos de MCT (1,03 g por MCT). 
En cuanto al número de MNT producidos, se obtiene una media de 1,37 MNT por MCT 
frente a 1,63 MNT por planta. Por tanto, aunque la rentabilidad en general es baja, se observa 
un incremento de MNT obtenidos a partir de plantas in vitro frente a los obtenidos a partir de 
MCT, que junto con una mayor supervivencia hacen de la planta in vitro el mejor material de 
partida para la obtención de MNT. En cualquier caso, en ensayos posteriores, será necesario 
mejorar tanto el tamaño como el número de MNT obtenidos mediante un manejo adecuado de 
los abonados. 
Estos datos, aunque no son concluyentes, concuerdan con los aportados por Agramonte 
(1999), que obtiene unos resultados donde las plantas producidas in vitro producen mayores 
cantidades de MNT que los MCT in vitro. Por otro lado, Pérez Alonso (2001) no encuentra 
diferencias significativas en la producción de los MNT por plantas o por MCT y, por último, 
encontramos estudios en donde los MCT in vitro produjeron mayor cantidad de MNT que las 
plantas in vitro, aunque más pequeños Montoya et al. (2008). 
Quedaría por comprobar si la tuberización de la planta libre de virus es mayor, como 
cabría esperar, que la de planta infectada. En la bibliografía encontramos el estudio de Sabry et 
al. (2009) que observa que los MCT saneados dan mejores plantas, nº de minitubérculos 
(MNT), mayor peso medio y rendimiento total que tubérculos infectados por virus en los que 
las pérdidas son mucho mayores, sobre todo aquellos con PVY. De momento no podemos 
confirmar los datos aportados por este estudio. 
 
4.4 Comparación del peso medio de los minitubérculos producidos en siembras 
sucesivas 
Los MNT producidos a partir de MCT o planta obtenida in vitro siguen siendo 
demasiado pequeños para su transferencia como “semilla de siembra”, por lo que se procede a 
su re-cultivo para comprobar si adquieren un tamaño mayor en una segunda cosecha. Al no 
disponer de MNT de todas las variedades procedentes de los ensayos realizados en este trabajo, 
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se parte de MNT obtenidos en Cultigar en ensayos anteriores de las variedades Fina, Cazona y 
Kennebec.  
Se emplean 12 MNT de cada una de las 3 variedades de las que tenemos material de 
partida. Después de 5 meses se recogen datos del % de MNT que producen tubérculos de nuevo, 
nº medio y peso medio de MNT en cada variedad (ver Tabla 5), y el porcentaje de tubérculos 
de cada tamaño, clasificados según su peso en pequeños, más parecidos a los MCT (< 0,5 g), 
medianos (0,5- 2 g) y grandes (> 2 g). (Ver gráfico 2). 
 
  FINA CAZONA KENNEBEC 
% de MNT (1ª cosecha) que producen MNT (2ª 
cosecha) 
83,33% 100% 100% 
Nº medio de MNT (2ª cosecha) por MNT (1ª 
cosecha) 
1,9 2,83 2 
Peso medio (g) MNT 1ª cosecha 1,03* 0,92 1,26 
Peso medio (g) MNT 2ª cosecha 1,46  1,16 1,29 
Tabla 5. Datos de producción de la segunda cosecha de MNT procedentes del re-cultivo de la primera cosecha de MNT. *Peso 
medio de MNT obtenidos en el ensayo anterior de tuberización, partiendo de MCT in vitro 
 
Gráfico 2. Porcentaje de MNT de 2ª cosecha obtenidos, clasificados según su peso. pequeños (< 0,5 g), medianos (0,5- 2 g) y 
grandes (> 2 g) 
Se observa que en las variedades Cazona y Kennebec el 100% de los MNT plantados 
dan lugar a plantas con alta tasa de supervivencia que producen de nuevo MNT. Por tanto, la 
aclimatación y las condiciones extrínsecas e intrínsecas de germinación, crecimiento de la 

















se secaron sin producir nada, aunque probablemente pudo ser debido a algún problema en las 
condiciones ambientales, en su manipulación o que seguían siendo demasiado pequeños.  
El número medio de MNT de la variedad Cazona es mayor que en las otras 2 variedades, 
sin embargo, es la que mayor % tiene de MNT de pequeños. Muchos autores concuerdan en 
que uno de los factores que más influencia el proceso de tuberización es el genotipo (Gopal et 
al., 1998; Ozkaynak y Samanci, 2005; Sharma et al., 2011). 
En general, los MNT de 2ª cosecha tienen un peso mayor que los obtenidos en la 1ª 
cosecha. Szutkowska (1996) y Mancebo M. A (1999) obtienen en sus estudios unos resultados 
similares concretando que a medida que se siembran MNT más grandes y pesados aumenta el 
tamaño y peso de los MNT de 2ª cosecha. 
En la Imagen 14 observamos MNT producidos en la 2ª cosecha que tienen un tamaño 
mayor, lo que los hace más manejables para su distribución y plantación, acortando el ciclo de 
campo necesario para obtener un tamaño y número adecuado de semilla (Wróbel, 2014; Tapia 
Figueroa et al., 2017) y, por tanto, son una buena opción para su uso como material pre-base o 
“semilla de siembra”. 









- El medio de multiplicación empleado (MS ½ Ø CA1) para todas las variedades 
permite su micropropagación in vitro, sin embargo, es necesario seguir realizando ensayos para 
su optimización ya que la respuesta de los diferentes genotipos es diferente empleando el mismo 
medio de cultivo. 
- Se ha conseguido el saneamiento in vitro de las variedades Cazona y Ganade 
aplicando el método de Termoterapia desarrollado en Cultigar en combinación con el cultivo 
de meristemos. Este método ha sido eficiente en la eliminación de los virus PVX, PVY y PLRV 
en todas las variedades estudiadas. 
- Un aumento de la concentración de sacarosa de entre el 6 y el 8% así como la 
presencia en el medio de una concentración 1mg/L de citoquinina BA aumenta la capacidad de 
tuberización de las plantas in vitro.  
- La variación de las sales CaCl2 y KNO3 del medio de cultivo no aumenta la 
microtuberización, aunque sí que se consigue un engrosamiento del tallo lo que mejora la 
micropropagación de la planta.  
- Aunque no se observan grandes diferencias en el número y peso medio de los 
minitubérculos producidos por la siembra directa de plantas obtenidas in vitro y procedentes 
del cultivo de microtubérculos, los resultados son ligeramente superiores en el caso de las 
plantas obtenidas in vitro, favoreciendo el uso de estas como material de partida para futuros 
ensayos de tuberización. 
- Se han conseguido minitubérculos en invernadero sin utilizar una fertilización 
específica para la inducción de la tuberización. Se prevé que, con un manejo adecuado de los 
nutrientes, el tamaño y el número de los minitubérculos se podrá incrementar. 
- Se ha observado una mayor rentabilidad en la producción de tubérculos ex vitro 
al comparar con la tuberización in vitro. Se obtienen mayor número de tubérculos por planta y 
mayor cantidad de plantas que tuberizan. Aunque en ninguno de los casos se puede decir que 
la producción ha sido eficiente ya que el número de tubérculos producido es bajo.  
- La re-siembra de minitubérculos en las mismas condiciones que las de la 1ª 
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